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　創傷治癒は出血・凝血期，炎症期，肉芽形成と血
管新生，創収縮，上皮化，組織再構築が秩序正しく
行われることで成立する1）．ヒトの創傷治癒過程に
おいて，マクロファージは重要なメディエータを放
出することにより役割を果たしているといわれる．
創傷受傷後，血管内を循環する単球は血管内皮細胞
の間を透過し組織内に侵入しマクロファージへ変化
する．マクロファージは体内のあらゆる部位に存在
する貪食細胞であるが，創傷治癒における重要な働
きを担う細胞であり，好中球同様，傷害部組織を分
解し，破壊した産物，死滅した雑菌や好中球を貪食
し，損傷部を修復するといわれている．マクロ
ファージは蛋白質を合成し，分裂増殖することがで
きるため，好中球より長期の生存期間を有する．モ
ルモットに抗単球血清やハイドロコルチゾンを投与
し人工的な単球減少症および単球無機能症を誘発し
た Leibovich らの動物実験2）では，創部における
フィブリン濃度は上昇し，フィブリン，好中球，そ
して赤血球の残屑の除去率が低下し創傷治癒が遅延
し，マクロファージが機能しなければ創傷治癒は妨
げられることが示されている．
　人工皮膚は熱傷に対する臨床応用だけでなく，生
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要約：ヒト皮膚の創傷治癒過程におけるマクロファージの動態を探ること．Bell らの手法に準
じて人工皮膚モデル検体を作製した．単球は採取した血液から LIMPHOPLEPTMtube（コス
モ・バイオ社）を用いて採取し，検体作製過程で人工皮膚モデル検体に導入した．人工皮膚モ
デル内での単球のマクロファージへの分化を抗ヒトマクロファージ抗原モノクローナル抗体
AM-3K で免疫組織化学染色を行い確認した．実験群（単球を加えた検体），対照群 1（単球を
含まない検体）に対して CO2 レーザーを照射し人工的な創傷モデルを作製した．また，対照
群 2（単球を加えたがレーザー照射を行わなかった検体）とも比較した．各群をH-E 染色，免
疫組織化学染色（MCP-1，HAM56）し組織学的検討を加え定性を行った．HAM56 により標
識されたマクロファージ数を計測しχ2 独立性検定を行い定量した．H-E 染色では照射 1日目
より角化層形成を認め，5日目にほぼ上皮化が完了した．しかし対照群 2では 5日目でも上皮
化は乏しかった． 次に HAM56 染色では受傷後，活性化マクロファージの数が増え，創傷部
のマクロファージだけでなく全体的に活性化していた．MCP-1 染色では，照射 1日目は角化
細胞由来と思われるMCP-1 を表皮層内に認め，日数経過でマクロファージ由来と思われる
MCP-1 を表皮・真皮境界部に認めた．対照群 2では，表皮内に認め，境界部には認めなかっ
た．対照群 1では全経過においてMCP-1 は認められなかった．単球を導入した人工皮膚モデ
ルでは，従来の人工皮膚モデルに比べ上皮化が早い可能性が示された．マクロファージは損傷
を受けた付近だけでなく，その周辺全体も活性化し創傷治癒に貢献していることが示され，創
傷が存在しなければMCP-1 を放出しないことが分かった．マクロファージは，創傷治癒機転
において活性化，再活性化を繰り返すことが推察された．また角化細胞およびマクロファージ
が各々放出したと考えられるMCP-1 が創傷治癒に関わっていることが確認されたが，その放
出の仕方，時期も異なることから各々創傷治癒において異なる機序を有していることが示唆さ
れた．本研究において開発した新しい人工皮膚モデルは，従来の人工皮膚モデルと比較し特に
炎症性変化の再現可能性を示しており，より生理的な環境を再現させたと考えられる．
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体における観察困難な皮膚の実験モデルとしてもそ
の有用性が示されている3-5）．細胞成分としては角
化細胞と線維芽細胞のみで構成された単純化皮膚モ
デルであり，そのほかの細胞成分の影響が認められ
ないため，角化細胞と線維芽細胞の特性が非常に明
確に観察できる．また，同一条件下で多量に均一モ
デルを作製できるため，創傷治癒過程における各細
胞の経時的な観察などには非常に適した皮膚モデル
といえる．反面，角化細胞と線維芽細胞以外の細胞
成分や血管などを欠くため，通常の創傷治癒過程で
観察される炎症性変化や血管新生や生理活性物質に
よる影響などがみられないという欠点があった．
　今回われわれは，Bell ら6）の手法に準じヒト皮膚
細胞を用いた人工皮膚を作製し，これにヒト単球を
加えたことでより生体に近い人工皮膚モデルを新た
に開発することに成功した．この単球を添加した新
しい人工皮膚に CO2 レーザーを用いて人工的に真
皮上層まで創傷を発生させ創傷治癒過程における単
球の動態を探るべく病理組織学的・免疫組織学的手
法を用い経時的に評価した．
研 究 方 法
　1．材料・試薬・試料
　本研究で使用した試薬・試料を表にまとめた（表1）．
　2．人工皮膚モデル検体の作製
　Bell らの手法に準じて，人工皮膚モデル検体を作
製した．細かな作製方法，条件は本田ら7）の方法に
従った．尚，すべての検体は同一条件下で培養した．
　1）単球の取り出し
　単球は採取した血液から LIMPHOPLEPTM tube
（コスモ・バイオ株式会社）（図 1a）を用いて取り
出した．血液 30 mLを採取し，EDTA-2K を用いて
抗凝固処理を行った．それに同量の生理食塩水を加
え転倒混和した．これを LIMPHOPLEPTM tube に
緩徐に移し替えて室温で 800 rpm，20 分間遠心し
た．6層に分かれたうちの第 2層が単球層（図 1b）
であり，これを採取して PBS 25 mL にて洗浄した
後250 rpmで 10分間遠心して沈澱させて回収した．
　2）真皮層の作製
　ヒト真皮線維芽細胞は 10％ FBS 添加 DMEMを
培養液として細胞培養フラスコ内で継代培養を行
い，8～ 10 継代のものを使用した．50 mL tube に
5倍濃縮DMEM 7.5 mL，Reconstruction buﬀer 3.75 
mL 入れ，collagen を 26.3 mL 加え泡立てないよう
に混合した後，水酸化ナトリウムにて pH調整を行
い，コラーゲン液を作製した．抽出した単球（全体
で 9.9× 107 個，4.1 × 106 cell/well）と線維芽細胞
（4.0 × 105 cell/well）を 10％ FBS 添加 DMEM 1.8 
mL に懸濁したのち上記のコラーゲン液と緩徐に混
合して細胞懸濁液を作製した．24 well プレートに
細胞懸濁液を 1.5 mL ずつ入れた後 CO2 インキュ
ベータ（37℃，5％ CO2）に 2 時間入れゲル化させ
真皮層を作製した．
　3）表皮層の作製　ヒト表皮角化細胞は，KGM-2
を培養液として細胞培養フラスコ内で継代培養を行
い 4～ 5継代のものを使用した．角化細胞をKGM-
2 12.5 mL に懸濁して 0.5 mL ずつ上記 b）で真皮層
を作製した 24 well プレートに 4× 105 cell/well と
なるように入れた．その後 CO2 インキュベーター
に 24 時間入れ培養した．
　3．検体の作製
　直径 6 cm×高さ 1.5 cmの滅菌シャーレ内に滅菌
済みの金網を置き，その上にニトロセルロースフィ
ルター（フィルター孔 3μm）を重ならないように
3枚ずつ置いたものを用意した．シャーレ内に混合
培養液（DMEM：KGM-2 ＝ 1：1）を金網の高さま
で満たした後に，24 well プレートより人工皮膚モ
デルをすくい取り，フィルターの上に 1個ずつ載せ
た．この状態で人工皮膚モデルの表皮層表面を空気
にさらしながらインキュベーター内でさらに 4日間
培養し，角化細胞の角化促進を図ったものを検体と
した（図 1c）．
　4．創傷モデルの作製
　完成した直径約 10 mmの検体の中央にCO2 レー
ザー（NIDEK社 Unipulse COL-1040 ハンドピース
にパターンスキャナー Fast Scan を使用）（図 1d）
を照射条件：照射範囲 2.8 × 5.0 mm，強度 30 J/
cm2，照射時間は 0.02 秒／回，3回照射に設定して
照射を行った．照射後は混合培養液にて培養した．
照射後の検体の損傷程度・創傷治癒過程を照射直
後，レーザー照射後 1 日目，3 日目，5 日目，7 日
目に各々の創傷モデルを 20％ホルマリン固定し，
低温パラフィンにて包埋し，それぞれ照射部を中央
で 2分割する形で組織標本を作製した．
　5．H-E 染色・免疫組織化学染色
　創傷モデルの組織修復過程を全体的に評価するた
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Fig. 1
a : LIMPHOPREPTM tube. 
b : left : before centrifugal separation （① : diluted blood, ② partition, ③ LYMPHOPREPTM solution）
     right : after centrifugal separation （① plasma, ② monocyte, ③ LYMPHOPREPTM solution, ④ partition, 
⑤ LYMPHOPREPTM solution, ⑥ polymorphonuclear leukocyte・red blood cell）
c : The specimen which we made 
d : NIDEK  Unipulse COL-1040 CO2 laser
表 1
NHDF （Normal human dermal Fibroblasts （Neonatal Skin））: LONZA
NHEK （Normal human epidermal Keratinocytes（Neonatal Skin）1: LONZA
DMEM （Dulecco’s Modiﬁed Eagle Medium High Glucose）: Invitrogen
FETAL BOVINE SERUM: HyClone 
Penicillin-Strepymycin-Glutamaine : Invitrogen
KGM -2 （Keratinocyte Besal Medium -2）: LONZA
Trypsin- EDTA: Invitrogen 
Trypsin neutralize solution （TNS）: Invitrogen
DPBS （Dulbecco’s Phosphate Buﬀered Salin）: Invitrogen
Cellmatrix Type1-A conc. 3.0 mg/ml : 新田ゼラチン
Phosphate Buﬀer Powder : 和光純薬
Dulbecco’s Modiﬁed Eagle Medium Powder : Invitrogen
20% Formalin Neutral Buﬀer Solution : 和光純薬
Pathoprep546 : 和光純薬
ティッシュー・クリア：サクラファインテック
FILTER TIPE : 3.0μm, white SSWP, 25 mm: MILLIPORE
Screens for CD-1, Size : 40 mesh : SIGMA-ALDRICH
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めに H-E 染色を行った．免疫組織化学的染色とし
ては，まず単球が検体組織中ではマクロファージに
分化していることを確認するために抗ヒトマクロ
ファージ抗原モノクローナル抗体であるAM-3K で
免疫組織化学染色を行った．さらにマクロファージ
の動態を確認するために HAM56（活性化マクロ
ファージのマーカー），MCP-1（マクロファージ，
線維芽細胞，血管内皮細胞，角化細胞，平滑筋細胞
が炎症反応性に生成するケモカイン）を用いた．免
疫組織化学染色はすべてベンタナ Ⅰー-VIEW DAB
ユニバーサルキットを使用した．脱パラフィン・水
洗の後，ETCAによる賦活を行った．次に過酸化
水素水により内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害し
た．それぞれの抗体で標識し，ヘマトキシリンにて
核染色の後，脱水・透徹・封入処理を行った．
　6．対照群およびその目的
　対照群 1：単球を加えた人工皮膚モデルでレー
ザー照射を行わなかったもの．
　対照群 2：単球を加えなかった人工皮膚モデルに
レーザー照射を行ったもの．
　対照群 1は，単球があくまでも創傷がある状況下
のみで活動していることを確認するために作製し
た．また，対照群 2は単球が存在する場合としない
場合とでMCP-1 の出現の仕方に違いが認められる
かを比較するために作製した．各々の対照群は実験
群と同様にHE染色および免疫組織化学染色を行い
比較した．
　7．定量
　各標本におけるマクロファージをHAM56 で標識
し，マクロファージ数をカウントした．カウントの
方法はランダムに 3か所を選び，同倍率の視野で撮
像を行い，各々マクロファージ数を直接数え平均し
て結果を得た．
　8．統計処理
　部位と経過日数の度数（比率）の差が有意である
かをみるため，分割表の検定（χ2 の独立性検定）
により検定を行った．
結 果
　1．HE染色
　レーザー照射前では豊富な細胞外マトリックスと
規則正しい配列の角化細胞と角質が認められた（図
Fig. 2  HE stain（×100）　bar ＝ 25μm
a:  before irradiation, b : just after irradiation, c : day 1, d : day 3, e : day 5, f : day 7
Before the irradiation （a）, the regularly corniﬁcation of corner layer and the rich ex-
tracellular matrix were seen. Just after irradiation （b）, the damage from the epidermal 
layer to the upper dermal layer was seen, which were epidermal detachment and ne-
crosis, carbonization, coagulation and vacuolization. Day 1 （c）, partial re-epitherization 
was seen in the damaged area. Three or four layers of corniﬁcation layer and basal 
layer in the irradiated area were formed by day 3 （d）. Epithelization was almost com-
pleted by day 5 （e）. Day 7 （f） was almost the same  as day 5.
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2a）．レーザー照射直後では，真皮上層までの損傷
が確認され，照射部の表皮脱落，表皮壊死，炭化，
凝固変性，空胞変性像が認められた（図 2b）．レー
ザー照射後 1日目では照射部の脱落，壊死表皮が減
少し，一部角化層形成が認められた（図 2c）．3 日
目では照射部周囲の角化細胞の分裂が確認された．
照射部に 3～ 4層ほどの角化層および基底層が構築
されていた（図 2d）．5日目では一部薄い角化層を
認めるが，ほぼ上皮化が完了した（図 2e）．7 日目
では 5日目よりも表皮層が厚くなり，照射前とほぼ
同じ状態となった（図 2f）．
　2．AM-3K 染色
　全体的に茶染した細胞を認め，単球のマクロ
ファージへの分化が確認された（図 3）．
　3．MCP-1 染色
　レーザー照射前では特に染色部分は認められな
かった．レーザー照射直後では表皮外層が薄く染色
された（図 4a）．レーザー照射後 1日目では，損傷
部創縁の表皮層内に一部染色されているのが認めら
れた（図 4b）．3 日目では，1 日目より染色度合が
強くなり，損傷部創縁の表皮外層，表皮内，表皮真
皮境界部に認められたが，真皮内には認められな
かった（図 4c）．5 日目では創傷治癒された表皮外
層が薄く染色された．また，表皮真皮境界部におけ
る染色範囲の拡大傾向を認めた（図 4d）．7日目で
は表皮外層は染色されず，表皮真皮境界部から表皮
Fig. 4  MCP-1 stain （×100）　bar ＝ 25μm
a: Before irradiation, b : day 1, c : day 3, d : day 5, e : day 7, f : day 4 of control group 2
Before irradiation （a）, no stain in particular. Day 1 （b）, brown stain were seen in the 
epidermal layer. Epidermal layer and dermal epidermal junction of the damaged area 
were stained on day 3 （c）. 
Strongly stain could be seen in the same area on day 5 （d）. Day 7, upper epidermal 
layer was light stained and stained area of dermal epidermal junction was expanded. 
In the control group 2 （day 4）（f）, there was stained in the epidermal layer and dermal 
epidermal junction.
Fig. 3　AM-3K stain （×100）　bar ＝ 100μm
Brown stained differentiated macrophages （arrow） 
were seen.
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内にかけて染色されていた（図 4e）．対照群 1では
照射前・1・3・5・7 日目においてMCP-1 は認めら
れなかった．対照群 2では 5日目のみ表皮内に認め
られた（図 4f）．
　4．HAM56
　レーザー照射前では真皮内に散在する茶染したマ
クロファージが確認された．レーザー照射直後では
マクロファージが損傷部位に認めるようになった．
茶色に濃染する核および淡茶色に染まった周囲間質
をともなったマクロファージが疎らに認められるよ
うになった（図 5a）．レーザー照射後 1日目ではマ
クロファージは表皮内にも認められた．また，マク
ロファージの形態が楕円形に変化しサイズもやや大
きくなり，細胞質は均一に染色されていた．さらに
一部のマクロファージは周辺に淡茶色の染まりを呈
していた（図 5b）．3日目では表皮真皮境界部にマ
クロファージが多く認められた．染色の度合いには
変化は認めなかった（図 5c）．5 日目では，まばら
に色素脱失を起こし染色度合いが低下したマクロ
ファージが組織全体を占めていた（図 5d）．7日目
では再び細胞質全体が均一に染色されたマクロ
ファージが認められるようになった．一部，脱落表
皮にマクロファージを認めた．細長い形状のマクロ
ファージも認められた（図 5e，5f）．対照群 1では，
茶色に染色されたマクロファージが散在していた
が，実験群に比べて数も少なく，サイズも小さかっ
た．また，日数経過によりマクロファージの形態変
化は認めなかった．
　5．HAM56で標識されたマクロファージ数の計測
　実験群で，マクロファージ数は照射後 1日目，3
日目と増加し，5日目に最大数に達し 7日目に減少
傾向を認めていた（図 6）．対照群 1 ではマクロ
ファージ数に増加を認めたが対照群 2では，マクロ
ファージは認められなかった．
　統計解析はχ2 の独立性検定を行ったが，1，3，5，
7 日目において実験群は対照群 1，2 との間に有意
差を認めた．
考 察
　本研究では，従来の人工皮膚モデルにマクロ
ファージを加え，より生体に近い状態のモデルを作
製し使用した．人工皮膚モデルに添加した単球がマ
Fig. 5  HAM 56 stain （×40）　bar ＝ 100μm
a: Before irradiation, b : day 1, c : day 3, d : day 5, e : day 7, f : day 4 of control group 1
The macrophages were scattered in the dermal layer before irradiation. The number 
of the macrophages increased from day 1 to day 5 （b-d）, but slightly on day 7 （e）. In 
contrast, the number of macrophages was the same as baseline in control group 1 （f）.
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クロファージへ分化したかについては抗ヒトマクロ
ファージ表面抗原モノクローナル抗体AM-3K で免
疫染色を行い，分化を確認した．循環していた単球
は生体では血管内皮細胞を透過し組織へ移行する際
に種々のサイトカインや成長因子によってマクロ
ファージへ分化することが分かってきている．
　単球がマクロファージへ分化する際に関係する
TGF-β1，TGFβ2，TGFβ3，M-CSF，GM-CSF，
IL-4, 6, 10, 12 etc，INF-γなど幾つかのサイトカイ
ンが知られている3）．循環血液中の単球とさまざま
な体組織中に存在するマクロファージは通常低濃度
のM-CSF に曝露されており，このことは単球／マ
クロファージの生存に重要であるといわれている．
さらにM-CSF とM-CSF は単球のマクロファージ
への分化を促進させ，TGF-β1 が，A cholesterol 
acyltrans ferase-1（ACAT-1）の表現を強調すると
されている．TGF-β1 によるACAT-1 の up re gu la-
t ion はマクロファージへ分化する際に起こり，分化
終了後には起こらないといわれている8，9）．
　また単球からマクロファージへの分化の際に細胞
膜の遺伝子表現型が変化することが遺伝子解析によ
Fig. 6  HAM 56 stain （×400）　bar ＝ 100μm
a: Before irradiation， b : day 1， c : day 3， d : day 5， e : day 7， f : day 4 of control group 1
The stain embrowned the macrophage before irradiation （a）. The macrophages upsized 
and changed in oval shape with light brown staining in cytoplasm on day 1 （b）. Strong 
staining could be seen on day 3 （c）. Day 5 （d）, some macrophages were bleached from 
brown in its cytoplasm. Day 7 （e）, the mixture of the macrophages with and without 
brown staining in cytoplasm  was seen. There was no clear changes in the characteris-
tics of macrophages over time in control group1.
Fig. 7　A change of the number of macrophages 
The number of macrophages increased from day 1, 
reached the maximum on day 5 and decreased on day 7.
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り多数報告されている8-12）．本研究では採血し遠心
分離して採取した単球を人工皮膚モデルに添加した
際に人工皮膚モデル中に存在する線維芽細胞や上皮
細胞が生成した IL-6，10 が関与しマクロファージ
へ分化した可能性が考えられた．
　今回施行した免疫染色で用いたHAM56は CD64，
CD68 と並び活性化マクロファージのマーカーであ
る13）．HAM56 は血管内皮細胞，ヒトマクロファー
ジ，および末梢血中の単球を標識するが，リンパ
球，血小板，顆粒球，赤血球に対しては反応しな
い． HAM56 は若年性黄色肉芽腫，リンパ節の炎
症性偽腫瘍，HIV，乳癌，C型肝炎，卵巣癌，およ
び組織球症など多くの疾患の研究で使用されてい
る．
　HAM56 は活性化したマクロファージを標識する
が，活性化されたマクロファージは，周囲に
MCP-1 を放出し創傷治癒に関与していると考えら
れる．本研究でも損傷を受けるとその付近のマクロ
ファージが活性化され，周辺のマクロファージは損
傷部へと移動しつつ，その活性化が組織全体のマク
ロファージへと伝播されている様子が観察された．
マクロファージは受傷後 1日目から出現し，その数
は 3日から 6日でピークに達するといわれるが，実
験結果では 3日目にマクロファージが活性化されは
じめ，5日目頃にピークに達したと考えられた．7
日目には再度活性化されており，マクロファージは
創傷治癒機転において活性化，再活性化を繰り返す
のではないかと推察された．
　MCP-1 は修復過程における重要なケモカインで
あり，マクロファージ，線維芽細胞，血管内皮細
胞，角化細胞，平滑筋細胞が炎症の刺激に対する反
応として生成することができる14-17，19）．また，全身
性硬化症の患者ではMCP-1 の血中濃度が高く，皮
膚線維化の病因としても注目されており，MCP-1
およびMCP-3 の受容体をブロックすることで治療
を試みる臨床研究が報告されている16，17，19，20）．MCP-1
は慢性炎症相における伝達物質として認識されてい
たが，最近では急性相の伝達物質でもあることが動
物実験により明らかになっている．受傷後 48 時間
以内にMCP-1 が upregulation され 72 時間後には
マクロファージが誘導されることが分かっている．
また，MCP-1 が検出された周辺でマクロファージ
の数が増えていたと報告されている1）．
　実験群と対照群 2とを比較すると，対照群 2では
マクロファージが存在しない場合でも創傷治癒の際
に角化細胞からMCP-1 が放出され治癒に関与して
いると思われたが，その局在部位は表皮内に限局さ
れていた．一方，実験群ではMCP-1 がより広範囲
かつ濃く染色され，特に境界部に存在しており，こ
れはマクロファージの活動の場であることを強く示
唆した．MCP-1 は受傷直後より表皮外層に認めら
れたが，これは角化細胞によるものかマクロファー
ジによるものかは不明である．1日目には損傷部創
縁の表皮層内に認められ，MCP-1 の検出される部
位が徐々に変化していき，3日目にはその局在が真
皮表皮境界部となっていた．おそらく，損傷を受け
た後，角化細胞およびマクロファージが各々MCP-1
を各々放出したと考えられ，その放出の仕方，時期
も異なることから角化細胞とマクロファージとでは
創傷治癒において各々異なる機序を有していること
が示唆された．対照群 1でマクロファージ数が時間
経過ともに微増しているという結果が得られたが，
MCP-1 は検出されず，損傷によるストレスでマク
ロファージはMCP-1 を放出することが示された．
　2004 年の本田らの人工皮膚モデルに CO2 レー
ザーを照射した研究7）では，本実験と同条件かつ同
程度の損傷において 5日目では角化層の形成は乏し
かったと報告された．本研究においては，レーザー
による損傷を受けたマクロファージ入りの人工皮膚
モデルは 3日目ごろには損傷部が修復され始め，5
日目には上皮化を完了していた．このことから，マ
クロファージが創傷治癒に関わることで，創傷治癒
を促進させより短期間に創傷治癒が完了したと考え
られた．
　本研究において開発した新しい人工皮膚モデル
は，従来の人工皮膚モデルと比較して特に炎症性変
化の再現可能性を示しており，より生理的な環境を
再現させたと考えられる．今後の展望として単球以
外のその他の細胞成分の導入，さらに血管内皮細胞
の導入による血管新生などが人工皮膚モデル上で再
現されればより生体皮膚に近い環境下での創傷治癒
機転を研究することが可能となる．
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THE BEHAVIOR OF MACROPHAGES IN THE WOUND HEALING  
PROCESS IN HUMAN SKIN USING A NEW ARTIFICIAL  
SKIN MODEL WITH MACROPHAGES
Shingo TSUKAHARA, Bunsho KAO, Kanae TERASE,  
Sachiyo FUJITA and Yoshiaki HOSAKA
Department of Plastic and Reconstructive Surgery, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 This study investigated the behavior of macrophages in the wound healing process in 
human skin using a new artiﬁcial skin model with macrophages.  The experimental group （the artiﬁcial 
skin model with human monocytes） and control group 1 （without monocytes） were irradiated with a 
CO2 laser and compared with control group 2 （no laser irradiation with monocytes）.  Tissue samples 
were collected for 7 days after laser irradiation, and the degree of tissue damage and the process of re-
generation were evaluated using hematoxylin-eosin and immunohistochemical staining.  The monocytes 
changed to macrophages in the samples.  The number of macrophages increased and their size was larg-
er after laser irradiation in the experimental group from the day 3 and reached a peak on the day 5.  The 
macrophages were activated both in the irradiated area and in the whole sample.  MCP-1, a chemokine 
produced by inﬂammatory reactions, was identiﬁed in the epidermal layer from the keratinocytes and the 
dermal epidermal border region.  These results suggest that MCP-1 from macrophages induces an accel-
eration of the re-epithelization in the epidermis, while also inducing wound healing.  In conclusion, this 
new artiﬁcial skin model with macrophages demonstrated increased tissue interactions, especially in in-
ﬂammatory reactions.
Key words :  artiﬁcial skin model, macrophage, wound healing, immunohistochemical staining
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